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Resumen 
Los pacientes con asma alérgica presentan una fuerte respuesta de IgE contra los alergenos 
de ácaros; por tanto, estudiar la inmunogenética de esta respuesta podría ayudar a entender 
la etiología de las enfermedades alérgicas. El asma alérgica es una enfermedad muy 
común en el trópico, siendo los principales agentes causales los ácaros Blomia tropicalis 
y Dermatophagoidespteronyssinus. En la población mulata de Cattagena, hemos descri- 
to previamente asociaciones entre los genes HLA clase II y la respuesta de IgE a los 
alergenos de ácaros en pacientes asmáticos. 
Los genes TAP y LMP intervienen en el procesamiento antigénico pero su posible papel en 
la patogénesis de asma alérgica no está bien documentada. En este estudio, evalyamos 
el efecto del polimorfismo de los genes TAP y LMP en el control de la respuesta de IgE 
específica contra alergenos de ácaros en dos grupos: 96 pacientes asmáticos no relacio- 
nados y 97 controles no alérgicos, pertenecientes al grupo étnico mulatos. La tipificación 
deTAPl y TAP2 fue hecha por PCWSSO y del gen LMP2 por PCWRFLP. La frecuencia de 
cada alelo en pacientes con asma alérgica y controles fue: TAP*0101: 52,6-56,2%; 
TAP*02011: 35,9-34,9%; TAPe0301 : 5,2-3,8%; TAP*0401: 6,3-4,7%; TAP2A: 31,5-30,5%; 
TAPZB: 44,3-46,6%; TAP2C: 16,5-18,0%; TAP 2H: 7,7-4,9%; LMP2*HIH: 6,7-10,4%; 
LMP2*WR: 42,7-44,8%; LMPZWH: 50,6-44,8%. 
No hubo ninguna diferencia estadísticamente significativa en la distribución de estos alelos 
entre los dos grupos estudiados. Además, no hallamos desequilibrio de ligamiento entre 
estos genes y los alelos HLA DRB1. Estos hallazgos sugieren que los genes TAP y LMP2 
no están comprometidos primariamente con la susceptibilidad genética del asma alérrgica. 
Summary 
Patients with mite-induced allergic asthma (AA) present strong IgE-response to mite 
allergens. Thus, immunogenetic study of this response could help in the understanding of 
allergic disease etiology. AA is a common disease in the Tropics, Blomia tropicalis and 
Dermatophagoides pteronyssinus being the principal causative agents. An association 
between HLA class II genes and IgE-response to mite allergens in AA patients from the 
prevalent ethnic mulatto group in Cartagena, a Caribbean city, has already been described 
(by these authors), the main vector being Blomia tropicalis. TAP and LMP genes play an 
important part in antigen processing but their possible role in AA pathogenesis has not 
been well-documented. In this study, the role of TAP and LMP2 polymorphism in the con- 
trol of specific IgE-response to mite allergens has been evaluated in two groups, consisting 
of 96 unrelated asthmatic patients with IgE-response to mite allergens and 97 non-allergic 
controls belonging to the mulatto ethnic group. TAPl and TAP2 were typed by PCRISSO; 
LMP2 was typed by PCRIRFLP. Each alleles' frequency in AA patients and controls was: 
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TAPO1 O1 : 52.6-56.2%; TAPO2011 : 35.9-34.9%; TAP*O301: 5.2-3.8%; TAP*0401: 6.3-4.7%; 
TAP2A: 31.5-30.5%; TAP2B: 44.3-46.6%; TAP2C: 16.5-1 8.0%; TAP 2H: 7.7-4.9%; LMP2*HI 
H: 6.7-1 0.4%; LMP2'RR: 42.7-44.8%; LMP2*RH: 50.6-44.8%. There was no significant 
statistical difference in allele distribution between the two groups studied. In addition, no 
linkage disequilibrium between the HLA DRBl allele and TAP and LMP2 genes was found. 
These findings suggest that TAP and LMP genes are not primarily involved in AA genetic 
susceptibility. 
Recientementese han identificado nuevos genes y los alelos HLA (8, 13). Analizamos, además, si 
en la región clase II del sistema HLA. Entre ellos, dicho fenómeno estaba presente es-pecíficamente 
dos genes inducibles por el gamma-interferón, con aquellos alelos HLA previamente asociados 
denominados TAPl  y TAP2 (transporter con la respuesta de IgE a alergenos de ácaros, 
associated withantigen), que codifican proteínas tales como HLA DRBl*03 y HLA DQB1 *O601 (12). 
que participan en el procesamiento antigénico (1 - 
4) y dos genes que codifican dos subunidades 
del proteasoma, los cuales han sido denomina- 
dos LMP2 y LMP7 (low molecular weight 
polypeptides). El análisis de su polimorfismo ha 
demostrado que estos genes están relacionados 
con la susceptibilidad a padecer algunas enfer- 
medades de tipo inmunológico (5-8). 
Los pacientes con asma alérgica inducida por 
ácaros tienen una fuerte respuesta de IgE a 
alergenos de ácaros, lo cual parece ser crucial 
para la inducción y mantenimiento de la inflama- 
ción bronquial que causa los síntomas de la en- 
fermedad. Por lo anterior, el estudio de la inmu- 
nogenética de esta respuesta podría ayudar a 
entender la etiología del asma y otras enfermeda- 
des alérgicas. El asma alérgica es una enferme- 
dad común. En el trópico, donde el grupo étnico 
sobresaliente es mulato (9), el principal 
sensibilizador es el ácaro Blomia tropicalk. En 
esta población, nosotros hemos descrito previa- 
mente asociaciones entre los genes clase II del 
sistema HLA y la respuesta IgE contra alergenos 
de ácaros en pacientes asmáticos (10-12). 
Este estudio fue hecho para analizar la asocia- 
ción entre la respuesta de IgE contra alergenos 
de ácaros y los alelos TAP y LMP2, describir la 
distribución de estos alelos y determinar si hay 
desequilibrio de ligamiento con respecto a los 
genes HLA DRBl y HLA DQBl en una población 
colombiana mulata normal y en pacientes con 
asma alérgica, ya que se han descrito dese- 
quilibios deligamientos entre los genes TAP, LMP 
Materiales y métodos 
Pacientes y controles:los grupos de estudio fue- 
ron 96 pacientes asmáticos no relacionados, con 
respuesta de IgE contra alergenos de ácaros y 97 
controles no alérgicos, ambos pertenecientes al 
grupo étnico mulato. El asma alérgica fue diag- 
nosticada siguiendo los criterios sugeridos por un 
panel de expertos de la Fundación Americana de 
Alergia (14). Todos los pacientes tuvieron sínto- 
mas relacionados con la exposición al polvo ca- 
sero y eran altamente alérgicos a B. tropicalis y 
D. pteronyssinus, lo que se demostró por prueba 
cutánea (PC) y RAST (radio allergo sorbent test). 
Los controles fueron negativos a estos alergenos 
por PC y RAST. 
Los niveles totales de IgE (lgE PRIST- Pharmacia) 
en los pacientes estuvieron por encima de 800 KUI 
L y, en los controles, los valores estuvieron entre 
80 y 300 KUIL, rango ya establecido por nuestro 
laboratorio para la población sana. El RAST para 
IgE específica para D. pteronnyssinus se hizo por 
ensayo inmunoenzimático (Phadezim-RAST- 
Pharmacia). El RAST para B. tropicalis se hizo 
usando platos de microtitulación y un anticuerpo 
anti-lgE marcado con Ilz3, como se describió pre- 
viamente (15). Adicionalmente, se usó un extrac- 
to de ácaro total para evaluar la respuesta de IgE 
específica contra un alergeno recombinante del 
ácaro B. tropicalisllamado BtM. Este alergeno fue 
obtenido de una biblioteca de cDNA de B. tropicalis 
(16). La unión de la IgE a BtM fue detectada por 
inmunoensayo en placa. En el grupo de pacien- 
tes, un subgrupo de 40 (42%) tenían anticuerpos 
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IgE contra BtM. Solamente 62 sueros del grupo 
control, pudieron ser probados para este alergeno. 
Entre estos, 4 fueron positivos, siendo finalmente 
los verdaderos controles un subgrupo de 58 indivi- 
duos con respuesta negativa a BtM. 
Tipificación molecular de los genes HLA y TAP: 
la tipificación molecular de los genesTAP se hizo 
por PCR /SS0 como fue descrita previamente 
(1 7). Losprimerspara la PCR fueron selecciona- 
dos con el fin de amplificar fragmentos que no 
excedieran los 400 pb y que, además,cubrieran 
todas las regiones polimórficas ubicadas en la re- 
gión trasmembrana y citoplasmática de los genes 
TAP. El ADN amplificado fue desnaturalizado con 
N ~ O H  0,45 N e hibridizado con sondas de Figura l .  Electroforesis en gel de agarosa de la tipificación 
del gen LMP2 por PCRIRFLP donde se observan los oligonucleótidos marcadas radioactivamente en el diferentes genotipos encontmdos. C a i l  1: marcador de peso 
extremo 5'. Cuatro sondas que cubrían las Pos¡- molecular; 10s carriles donde aparecen 3 bandas corres- 
ciones 333 y 637 permitieron la caracterización ponden al genotipo LMPPWH ; en 10s que se observan 2 
de los alelos TAP1. Seis sondas que cubrían las bandas corresponden a mlP2'R1R. 
posiciones polimórficas 379, 665 y 687, los de 
TAP2. Las señales de hibridización se detectaron 
exponiendo las membranas con películas Kodak 
O-MAT, entre 2 y 16 horas. La tipificación HLA 
clase II también se hizo mediante PCRlSSO si- 
guiendo el protocolo del XlTaller Internacional de 
Histocompatibilidad (18). 
Tipificación molecular LMP2: el polimorfismo 
dialélico del codón 60 (Arg-His) en el gen LMP2 
fue detectado por PCRIRFLP como se describió 
previamente (19). La reacción de PCR fue hecha 
en 30 ciclos así: un ciclo de tres temperaturas 
(94°C for 5 minutos, 55°C por 90 segundos, 72°C 
por 2 minutos) y 29 ciclos de tres temperaturas 
(94°C por 90 segundos, 55°C por 90 segundos y 
72°C por 2 minutos). El producto amplificado fue 
digerido con 4 unidades de Hhal por 2 horas a 
37°C. El alelo Arg-60, designado como LMP-R, 
contiene el sitio para la enzima Hhal en el codón 
60, mientras que LMP2-His-60, designado como 
LMP2-H no. La presencia de los fragmentos de 
1167pb y 1088 pb después de la digestión con 
Hhal representan al alelo LMP2-R. Cuando se 
obtiene un fragmento de 2255 pb, este correspon- 
de al alelo LMP2-H (figura 1). 
Análisis estadístico:las frecuencias de los genes 
HLA clase II, TAP y LMP2 fueron obtenidas por 
conteo directo. La comparación de las frecuen- 
cias alélicas entre pacientes y controles fue obte- 
nida por análisis de chi cuadrado, corrigiendo la p 
al multiplicar su valor por el número de alelos es- 
tudiados (Pc). El desequilibrio de ligamiento en- 
tre dos Ioci genéticos y los valores de delta se 
obtuvieron por el metodo de Mattiuz (20). 
Resultados y discusión 
La distribución de los alelos TAPl y TAP2 en pa- 
cientes y controles aparece en el cuadro 1. Se 
encontraron cuatro alelosTAP1, confirmando los 
datos publicados previamente (1 7,21,22). Se ob- 
servaron tres alelos TAP2. Adicionalmente, en 6 
pacientes y 2 controles fue identificado el alelo 
TAP2H (figura 2). No se encontró diferencia 
estadísticamente significativa en la distribución de 
los alelosTAP1 y TAP2 entre los pacientes que 
presentaban hiperrespuesta de IgE al exiracto de 
ácaros y los controles. Sin embargo, la distribu- 
ción de valina en la posción 333 del TAPl fue 
significativamente más frecuente en controles que 
en pacientes asmáticos (Pc= 0,03). No hubo aso- 
ciación significativa cuando se compararon las 
frecuencias de los alelosTAP entre los subgrupos 
de pacientes reactivos al recombinante BtM y los 
controles no reactivos. 
Nosotros habíamos descrito previamente una aso- 
ciación entre el gen HLA-DRBl'03 y la respuesta 
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Cuadro 3. Distribución de los genes LMP2 en pacientes con 
asma alérgica y controles. 
LMP2 Pacientes Controles PC 
genotipo (n-75) (n.87) 
LMP2'WH 5 (6.7%) 9 (10,4%) ns 
LMP2'WR 32 (42,7%) 39 (44.8%) ns 
LMPTWH 38 (50.6%) 39 (44,8%) ns 
procesamiento y presentación de los alergenos 
sigue la vía endosórnica, utilizando las moléculas 
HLA clase II, los productos de los genes TAP pue- 
den participar en el transporte de los péptidos 
exógenos, en un proceso dependiente de las molé- 
culas HLA clase 1 (24). Además, algunos péptidos 
endógenos pueden ser presentados por molécu- 
las HLA clase II, dependiendo de la proteína trans- 
portadora TAP (25,26). 
Sin embargo, nuestros resultados no muestran 
asociación alguna entre la respuesta IgE contra 
alergenos de ácaros y los alelos TAP y LMP2. 
Además, no hallamos ningún desequilibrio de 
ligamiento entre estos genes y los clase II descri- 
tos previamente como asociados con la respues- 
ta de IgE contra alergenos de ácaros. Lo anterior 
sustenta la hipótesis de que los genes HLA clase 
II son los que definen la asociación primaria des- 
crita para esta respuesta. En este sentido, definir 
la influencia que tiene el polimorfismo de otros 
locigenéticos relacionados (27) sobre la respues- 
ta de IgE contra alergenos podría aumentar nues- 
tro conocimiento acerca del papel real de la re- 
gión HLA en la genética del asma alérgica. 
En conclusión, este estudio describe la distribu- 
ción de los alelos TAP y LMP2 en la población 
mulata normal y en pacientes con asma alérgica. 
Igualmente, presentamos la distribución de 
haplotipos entre los alelos de estos genes con 
alelos HLA DRBl y DQBI. No se encontró aso- 
ciación entre los genes TAP y LMP2 y la respuesta 
inmunológica IgE contra alergenos de ácaros. 
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